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RESUMO: O arroz é uma planta herbacea da familia das gramineas, género Oryza, que
alimenta mais da metade da populacao humana e portanto tem grande importancia para
pesquisa cientifica. Apesar da relevancia, poucos sdo os estudos para minimizar os
problemas intrinsecos ao cultivo destes cereais. O principal fator limitante no cultivo do
arroz sdo as plantas daninhas, devido competirem por recursos inerentes a um
desenvolvimento saudavel, fazendo necessario o controle quimico que se apresenta
como método mais usado no manejo de plantas invasoras, onde em muitos casos a
cultivar sofre perdas produtivas, pelo contato com herbicidas utilizados. A excrecao de
xenobibticos, incluindo desintoxicacao de herbicidas esta intrinsecamente relacionada
a superfamilia de enzimas glutationa s-transferases (GST's) que conferem em
arroz (Oryza  sativa) a protecdo ao  estresse  bidtico e  abidtico,
atuando na biotransformagédo de protecdo contra estresse oxidativo. A bioinformatica
através do método de modelagem molecular por homologia, surge com uma ferramenta
adequada para a predicao teérica da estrutura de proteinas, sendo uma poderosa

alternativa para a superacdo de alguns obstaculos envolvidos na elucidacdo de
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estruturas protéicas por técnicas experimentais, visto sua celeridade quanto ao
processo elucidativo e de validagao de estruturas protéicas em curto espaco de tempo
e a custos reduzidos. Portanto, esse trabalho tem como objetivo elucidar a estrutura
tridimensional/funcional de uma proteina de arroz da familia das Glutationa S-
transferase e valida-la por metodologia in-silico, demonstrando sua importancia
biotecnoldgica e as vantagens voltadas para a agroindustria e industria de defensivos
agricolas.

Palavras chave: Bioinformatica, Herbicida, Oryza sativa, Glutationa

STRUCTURAL MODELING OF OSJGSTF3 PROTEIN WITH POTENTIAL
DETOXIFICATION OF HERBICIDES IN Oryza sativa japonica

ABSTRACT: Rice is an herbaceous plant in the grass family, from the genus Oryza,
which feeds more than half the human population and therefore has great global
importance. In spite of such importance, there are just a few studies to minimize the
problems intrinsic to the cultivation of these cereals. One of the main limiting factor in the
cultivation are rice weeds, due to competitor resources, inherent in a healthy
development, the chemical control is still the must important form of weeds
management, where in many cases the cultivar suffers productive losses, by contact with
the herbicide. It is known that the superfamily of glutathione s-transferase (GSTs)
enzymes confer on rice (Oryza sativa), a biotic and abiotic aesthetic, acts on
biotransformation to protect against oxidative stress and excretion of xenobiotics,
including herbicide detoxification. It is necessary to explore the mechanism of interaction,
as well as the proteins with herbicides in question. A bioinformatics uses the molecular
modeling method, for theoretical prediction of the structure of proteins, being a powerful
alternative for overcoming some obstacles involved in the elucidation of protein
structures by experimental techniques, since its celerity in the elucidation process and
validation of protein structures in a short time and at reduced costs. This work aims to
elucidate a three-dimensional/functional structure of a rice protein of a Glutathione S-
transferase family and to validate it by in silico methodology, demonstrating its

biotechnological importance and as advantages for agroindustry and agro-industry.
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1. INTRODUCAO

O Oryza sativa, também conhecida popularmente como “arroz”, € um dos cereais
mais produzido e consumido do mundo, tornando o principal alimento dos paises
desenvolvidos sendo ultrapassado apenas pelo trigo (1). Pelo o seu excelente valor
nutritivo, tornou-se parte da culinaria brasileira e tornando assim o principal alimento de
paises asiaticos, fornecendo valor energético e proteico para os consumidores (2). No
periodo de 2016 a 2017 foi previsto um aumento no consumo do arroz no qual foi
constatado um total de 2,5 bilhdes de toneladas do grdo em escala mundial (3). Nao
obstante sua notavel importancia, verifica-se certa escassez de estudos para
desenvolver técnicas com potencial de minimizar problemas intrinsecos ao cultivo desta
cerealifera, como a competicdo com plantas daninhas, por exemplo (4). A maior parte
dos custos na producdo do arroz vem principalmente da utilizagcdo de fertilizantes,
agrotoéxicos, utilizacdo de maquinarios e sementes que representa em torno de 60% do
custo (3). Devido o decréscimo produtivo e de qualidade causado e a dificuldade na
realizacao da colheita da cultura (5-6) faz-se necessario o uso de herbicidas. Herbicidas
séo seletores quimicos capazes de classificar ervas daninhas de plantas produtivas
provocando assim a morte desses organismos. A classificacdo de herbicidas se da
através de agrupamentos de acordo com seu mecanismo de aplicacdo nas plantas e
sua estrutura quimica béasica. Geralmente herbicidas que fazem parte do mesmo grupo
quimico exibem efeitos similares nas plantas susceptiveis, apesar de existir excegdes a
regras (7).

AS Glutationa S-Transferase (GSTS) sdo enzimas que tem como principal funcao
catalisar o ataque nucleofilico da sua forma reduzida em compostos organicos que
possuem em suas estruturas quimicas um atomo de carbono, nitrogénio ou enxofre
eletrofilico, e se encontram dessa forma em meio biol6gico como homo ou heterodimero
possuindo assim o papel importante na biotransformacédo e excrecao de xenobibticos
além de protecao contra estresse oxidativo (8). Sendo enzimas sintetizadoras que
podem adicionar ou substituir tripeptidios Glutationa (GSH; y-Glu-Cys-Gly) sem auxilio
de ribossomo por um determinado nucleo eletrofilico que recebe essas determinadas
moléculas (9). Por fazer parte de um conjunto de super enzimas, as glutationa séo
encontradas intracelularmente em altas concentragcdes, essencialmente em todos os
organismos aerébicos. Devido ao potencial inibitério das enzimas relacionadas a GSH
tendo como alvo para desenvolver substancias que apresentam caracteristicas
farmacoldgicas (8). O processo de geragao atua no meio intracelular, a partir da atuacao
de duas enzimas que fazem a ligacao peptidica entre os aminoacidos envolvidos,
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classificadas em duas fases, na seguinte sequéncia: inicialmente a biossintese, que
comeca com a catalisacao da ligacao peptidica dos aminoéacidos acido glutamico e
cisteina, produzida através da enzima y-glutamilcisteina sintetase; consequentemente,
este dipeptideo, une-se a glicina pela reacao da enzima glutationa sintetase. (10)

O método de modelagem comparativa, também chamada de modelagem por
homologia, baseia-se no conceito de evolugdo molecular. As estruturas de proteinas
tridimensionais (3D) apresentam grande importancia e interesse para desenhos
racionais de experimentos biol6gicos, como a mutagénese voltado para a evidenciacao
de inibidores especificos. Sendo assim, verifica-se que a modelagem por homologia &
um método confidvel para gerar a estrutura tridimensional da proteina através da
sequéncia de aminoacidos (11). Duas condi¢cdes sao, geralmente realizaveis: A primeira
€ conhecer a familia proteica a que pertence a proteina-problema selecionando a
proteina-molde diretamente do PDB e a segunda condicdo é procurar de forma
sistematica um ou mais moldes em um banco de dados de estruturas primarias
derivadas de proteinas armazenadas no PDB para identificagdo da familia na qual a
proteina-problema faz parte. Por fim, a validacao tem como objetivo assegurar que as
etapas atende as necessidades do processo, ou seja, a efetivacdo de que estas
cumpram suas determinagdes. A validagdo é uma etapa fundamental que pode ser

efetuada em diferentes niveis de conformacgao estrutural.

2. METODOLOGIA

Data Mining: A mineracdo de dados da proteina-problema foi feita no servidor NCBI,
onde foi encontrado e obtida a sequéncia (FASTA).

Escolha do molde, modelagem: O servidor SWISS-MODEL (12) usa um do banco de
dados de proteina remanescentes (PDB), tem como pretensdo eliminar algumas
instabilidades(11). Os provaveis modelos sao classificados conforme seu valor,
identidade de sequéncia, resolugédo e qualidade da estrutura(11). Essa constru¢ao de
um modelo de homologia implicam basicamente em quatro etapas sucessivas: [1]
identificacdo e selecao de modelo(s) estrutural e selecdo de proteinas-molde; [2]
alinhamento das sequéncias-alvo de residuos e estrutura(s) do modelo; [3] construcao
das coordenadas do modelo; [4] validagdo do modelo. Para essa busca, podem ser
utilizados bancos de dados de sequéncia, ferramentas de busca, como o BLAST. Apos
a definicdo do molde, ocorre o alinhamento da sequéncia-problema com a sequéncia-
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molde. O alinhamento tem como propdsito alinhar residuos estruturalmente similares
levando em conta elementos de estrutura secundaria(13). Inicialmente se faz a
identificacdo de no minimo uma proteina de estrutura tridimensional trivial, que sera

utilizada como molde para definicdo da estrutura da proteina-problema(14).

Validacao estrutural: O processo de validagao da estrutura tridimensional foi feito na
plataforma de modelagem do SWISS-MODEL baseia-se em avaliacdo da qualidade do
empacotamento global da proteina, os possiveis erros estruturais em regides
localizadas e os parametros estereoquimicos. (15). Este processo é feito através do
programa PROCHECK (16-17) para verificar a qualidade estereoquimica da estrutura.
Foi calculado para valores para o ANOLEA (18) e 0 GROMOS (http://www.gromos.net/).

ANOLEA - Avalia a qualidade de estruturas de proteinas com uma energia de
interacao atbmica nao-local. O processo € feito por meio da analise de ambiente dos
atomos pesados por meio de célculos de energia, sendo possivel zonear regides de alta
energia na proteina, as quais estdo relacionadas a erros pontuais ou regides de
interacdo. O ANOLEA sumariza os resultados, quantificando amino&cidos situados em
zonas de maior energia (em ndmero e porcentagem) e quais sao eles.(19).

GROMOS: O programa GROMOS (GRONIGEN MOLECULAR SIMULATION)
descreve no eixo Y a representagdo do campo de forgcas empiricos para cada
aminodacido da cadeia de proteinas. (20)

A visualizagdo da molécula foi através do VMD Visual Molecular Dynamics

(http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Data Mining: A mineracdo de dados da proteina-problema foi feita no servidor NCBI,
onde foi encontrado e obtida a sequéncia FASTA (linear) de uma proteina putativa da
super-familia Glutationa S-Transferase, classe “Phi” de arroz (Oryza sativa japonica),

com 224 aminodacidos de comprimento cddigo de acesso AAG32477.1.

Escolha do molde, modelagem: O algoritmo de alinhamento global do SWISSMODEL,
encontrou um molde (PDBID: 4ri6) de Populos tremula em estado homo-dimérico, com
56.60 identidade de alinhamento, elucidado por meio de difracdo de raio-X, com
resolucdo de 1.52 A [2].
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Model 01:2 MARRPVIVYGPMISPAVARVAACLLERDVEFQOVEPVIMSKEGEHRSPSFLELQPFGOVERFE
Model 01:B MARRPVIVYGPMISPAVARVAACLLERDVEPEOVEPVDMSEGEERSPSFLELQPEFGOVEREE
d4rig.l.n MAETPVIIYGPPLSTAVSRV LATLIERDVPFELIPIDLSREGEQERPEYLEIQPEFGOVEREFR

Model 01:2 DESLTTVEESRAICRYICDOYADSGNE-TLMGREEDGAVGRAATERWIEAEGQSFNERPSLE
Model 01:B DSLTTVEESRATCRY ICDOYADSGNE-TLMGREEDGEVGRALTERWIEAEGOSEFNEFESLE
fdrig.l.n DESITLEFESEATCRY ICDREYADRGNESLY ————GTDILSFANIDOWVETDGQTESEEESGD

Model 01:2 MAFRQLAFRPFMGRATDMAVVEONERRLVEVLDVYEQWLGENQYFAGDEFSLADLVEMEPNT
Model 01:B MAFQLAFRAPFMGRATDMAVVEQNERRLVEVLDVYEQWLGENQYEFAGDEFSLADLVEMPNT
drig.l.n LWHDLLEFSS———VEVDEALIRFRNVDELARVLDIYEQRLGOTRFLAGDEFSFADLSILPNG

Model 01:2 DLLVRETNFAG-LETERENLAFRWWDEVSARPSWEEVVELONVERES
Model 01:B DLLVRETNFAG-LETERENLAFWWDEVSARPSWRERVVELONVERES
4rig.l.z DY LVNS—TDEGYLETSRENVINRWWTELSNEE SWEFRVLEMEEN————

Figura 1. Alinhamento feito pelo SWISSMODEL, no formato Clustal-W, para ambas
subunidades da proteina-problema homodimérica GSTF3 de Oryza sativa Japonica, e

a proteina-molde de Populos tremula.

As coordenadas atémicas foram portanto salvas em formato/extenséo .pdb, para
que se seguisse 0 processo de validagao estrutural do modelo tedrico, no servidor
SWISSMODEL.

Validacao estrutural: O processo de validagao da estrutura tridimensional baseou-se
em avaliagdo da qualidade do empacotamento global da proteina, os possiveis erros
estruturais em regides localizadas e os parametros estereoquimicos. (14).

O grafico do erro residual exibe o erro do residuo ao longo da cadeia em fungao
de seu desvio, medido em angstroms (Figura 2A e Figura 2B). Graficos de qualidade
local () em fungdo do residuo de aminoacido também conseguem descrever o padrao
de comportamento homodimérico da GST estudada, como descreve a Figura 2C.
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Figura 2. Graficos de qualidade residual-local do modelo tedrico

O QMEAN (Quality Mean Score) para seis parametros avaliou a interagéo de
parametros de pseudo-energias em conjunto com o Z-score, respeitando assim,
parametros existentes em estruturas obtidas experimentalmente com tamanho
proporcional ao modelo tedrico em estudo (21).

O Quality Mean Score para 6 parametros em conjunto com o Z-Score, Figura 3 A,
foi de 0,783, o que pode ser considerado bom, ja que este valor tem que ser proximo a
1, para um modelo de melhor qualidade. (21)

Na Figura 3 B os circulos em escala de cinza representam scores do QVMIEAN para
outras estruturas de tamanho similares, obtidas com metodologias experimentais,
depositadas no PDB. Dessa forma, o Z-score do QMEAN indica quantos desvios
padrées o score difere dos valores esperados das estruturas experimentais. Nesse
caso, quanto mais proximo da parte preta melhor, pois menor Z-score, menor desvio
padrao. Logo, o Z-score do QMEAN foi de 0,23 o qual pode ser considerado um bom
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valor, também, como podemos observar encontra-se préximo a parte preta. (21) Os
parametros de qualidade aferidos para qualidade esteroquimica total foram

considerados bons (Figura 3C)

Density plot for QMEAN scores of the reference set Comparison with non-redundant set of PISA assemblies
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Figura 3. Descritores de qualidade média em funcao do indice de Z-Score (Figura 1A).
Qualidade do modelo teérico comparado a modelos reais, de mesmo tamanho (Figura
3B). Descricao de qualidade do modelo em funcdo das médias de qualidade
estereoquimicas (Figura 3C).

O grafico de Ramachandran mostrou 94,2% dos residuos situavam-se em regioes
energeticamente mais favoraveis (vermelho), 5,0% em regides permitidas (amarelo) ,
0,8% em regidbes generosamente permitidas (creme) e 0,0% em regides proibidas
(branco) como mostra a Figura 4. Um bom modelo, requer mais de 90% de seus
residuos de aminoacidos situados em regides favoraveis do grafico de Ramachandram

(A, B e L), sendo desconsiderados residuos como glicina, prolina, e os que estiverem
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situados nas extremidades, pois estes apresentam padrdes esterioquimicos diferentes
dos demais residuos, apresentando uma natural perturbacéao termodinamica (16).
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Figura 4. Descritores de estabilidade estereoquimica dos residuos de aminoacido em
funcao dos angulos permitidos Phi-Psi, regides com gradiente de cor mais quente sao

mais favoraveis termodinamicamente.

4. CONCLUSAO

Os indicadores de estabilidade esteroquimica e termodinamica da molécula,
indicam que o modelo tedrico desenvolvido e estudado apresenta potencial para
representar apropriadamente um modelo real em estudos tedricos. Apresentando
resultados satisfatérios quanto a confirmagdo de sua estabilidade fisico-quimica
estrutural.

A bioinformatica se mostrou uma ferramenta célere e eficiente para elucidagéao
estrutural, e para estudos bioquimicos-estruturais de proteinas. Este tipo de ferramenta

pode auxiliar a exploragdo do mecanismo de agdo metabdlica das proteinas.
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